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La biopsie

de villosités choriales
et le diagnostic anténatal
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® Le diagnostic prénatal précoce des affec-
tions chromosomiques et de certaines affections
geéniques est réalisé en routine & partir d'une
amniocentése précoce a la 18° semaine d'amé-
norrhée,

® Les progrés techniques, en particulier |'ap-
port de I'échographie, en ont diminué considéra-
blement les risques et les complications, rendant
ainsi cette méthode trés fiable (a4 titre indicatif.
entre 1980 et 1985 nous avons réalisé 606
diagnostics anténataux sans observer de compli-
cations majeures portant atteinte & la mére ou
au feetus).

tats obtenus a partir de biopsies de villosités choriales
(B.V.C.) et nous discutons de I'intérét des indications
et des limites de cette nouvelle méthode.

MATERIEL ET METHODES

Depuis 1983, I'analyse des villosités choriales intro-
duite par SIMONI et coll. (4) permet un diagnostic
prénatal trés précoce. En effet, les méthodes classi-
ques cytogénetiques, enzymatiques ou de génétique
moléculaire sont adaptables & ce nouveau matériel, le
préelevement étant réalisé a la 9° semaine de
gestation.

Dans ce travail, nous apportons nos premiers résul-
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Les méthodes présentées ici ont été mises au point
sur des villosités choriales résultant de produits
d'LV.G., avant d'étre appliquées en vue du diagnostic.

A - MATERIEL

Quatre patientes ont bénéficié d'une B.V.C., les
motifs de consultation étant:

1

patiente n° 1 : antécédent de trisomie 13,

patiente n° 2 : conductrice de myopathie de DUCHENNE,
— patiente n° 3 : 4ge maternel,

patiente n° 4 : irradiation pelvienne pour radio-diagnostic.

Par ailleurs, une grossesse mélaire et un ceuf clair
expulsés a la 10® semaine ont été étudiés a partir des
villosités choriales. Dans tous les cas, les préléve-
ments sont acheminés au laboratoire dans du Tyrode
stérile, a la température ambiante.

Le repérage des villosités choriales prélevées se fait
sous loupe binoculaire. Aprés une identification rigou-
reuse, les bouquets villositaires ou les fragments villo-
sitaires sont immédiatement isolés (fig. 7).

535



Fig. 1. - Bouquet villositaire.

B - METHODES

1) Méthodes de prélévement

La technique du prélévement utilisée est la biopsie &
la pince (par voie transcervicale) sous contréle écho-
graphique.
> La patiente ne recoit qu'une prémédication simple.

» Dans la majorité des cas, le trophoblaste est facilement acces-
sible, et un prélévement de bonne qualité est effectué au premier
essai,

> Un petit saignement peut persister le jour de la ponction ou sur-
venir dans un délai de 3 & 4 jours, sans caractére péjoratif.

2) Méthodes d'analyse cytogénétique

Un examen direct par étude des mitoses spontanées
a été proposé (6) mais compte tenu du faible nombre

de mitoses observées, et d'un marquage chromosomi-
que de moindre qualité, nous préférons réaliser une
culture @ moyen terme. Les sexes chromatiniens X et
Y, I'obtention des métaphases et l'identification chro-
mosomique sont réalisées par les techniques classi-
ques (1).

3) Etude de I'A.D.N. par enzyme de restriction

Nous disposons dans le Service de la sonde pMLW fournie sous
forme de plasmide par le Service de Biochimie C.H.U. Henri
Mondor 94010 Créteil (Pr. M. GOOSSENS), qui permet la détec-
tion de la mutation [3s (2} de la Drépanocytose, sous forme d'une
bande d'A.D.N. & 1,4 kb au lieu de 1,2 kb chez le sujet normal.
Nous avons hydridé cette sonde moléculaire avec d'une part un
A.D.N. chorial extrait de villosités choriales selon la technique de
KIRBY (3) que nous avons adaptée, et d'autre part avec de I'A.D.N.
leucocytaire. Les A.D.N. sont digérés par I'enzyme de restriction
Cvnl (BRL). Aprés électrophorése sur gel d'agarose, les A.D.N. sont
transférés sur filtre de nitrocellulose selon la méthode de
SOUTHERN (8) puis hybridés avec la sonde pMLW.

4) Dosages enzymatiques

Les bouquets ou fragments villositaires sélectionnés pour I'étude
biochimique sont traités de la méme facon que les leucocytes san-
guins pour doser d'une part par spectrofluorométrie la Pgalactosi-
dase, |' a galactosidase, la B glucuronidase, la B glucosidase, I'a
mannosidase, |" afucosidase et les hexosaminidases A et B qui
sont secondairement isolées par électrophorése, d'autre part par
spectrocolorimétrie les aryl-sulfatases.

RESULTATS

1) Résultats cytogénétiques

Le tableau | détaille pour chaque cas, le motif de
I'examen, I'dge gestationnel, le nombre de villosités
analysées, le nombre de cellules étudiées et le caryo-
type de |'échantillon. Le délai moyen de résultat est
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TABLEAU |
Analyse des observations
i Nombre de
Motif de Age villosités Nombre de | Caryotype de| Devenirde
Casn®| [l'examen gestationnel analysées cellules I'échantillon | la grossesse
(semaines) le caryotype étudiées
1 Antécédent de 8 3 15 47 XY+ 13 | Fausse couche
trisomie 13 4 3 jours
2 Conductrice 9 1 10 46.XY Fausse couche
de myopathie a 4 mois
3 | Age maternel 9 2 15 486, XY Evolutive
4 Irradiation 9 3 10 46 XX Evolutive
pelvienne
5 Oeuf clair 10 5 156 46,XX -
6 Grossesse ? 5 10 69, XXY -
méblaire
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Fig. 3. - Caryotype 69, XXY (cas n°6).




de 15 jours. Dans tous les cas, un minimum de 10 cel-
lules a été analysé aprés identification chromosomique
en bandes R.

Parmi les quatre patientes ayant bénéficié de la
méthode & visée diagnostique, une anomalie chromo-
somique foetale a été décelée (cas 1: trisomie 13)
(fig. 2), trois caryotypes se sont avérés normaux (cas
2-3-4), L'étude des deux produits de curetage a

conclu & un caryotype normal dans le cas d'un ceuf
clair (cas 5) et & une triploidie dans le cas d'une
grossesse molaire (cas 6) (fig. 3).

2) Résultats en génétique moléculaire

Nous avens hybridé la sonde moléculaire pMLW
avec un ADN villositaire, avec un ADN leucocytaire de
sujets normaux et avec un ADN leucocytaire de sujets
hétérozygotes pour la drépanocytose.

g Nous retrouvons une bande d’ADN & 1,2kb au
niveau des ADN villositaire et leucocytaire des sujets
normaux. Chez les sujets hétérozygotes, existe une
bande supplémentaire de 1,4 kb (fig. 4).

TABLEAU 11
Mesure des activités enzymatiques
Activité enzymatique
Enzymes {nanomoles/h/mg de protéines)
Prélévement 1 | Prélévement 2
P galactosidase 1610 2050
@ galactosidase 138 146
B glucuronidase 254 341
B glucosidase 562 476
« fucosidase - 612
v hexoaminidase A+B - 3071
a b c + pH 3,5 - 118
_ @ mannosidase
Fig. 4. - Détection de la mutation B S par la sonde pMLW : DH:’S 1;2
a: ADN d'un sujet hét'érozyg_me arylsulfatase
b : ADN leucocytaire d'un sujet normal
SRS 8 - 163
c: ADN villositaire.
TABLEAU Il
Critéres de choix des méthodes
de diagnostic anté-natal
Dépistage en: Principales indications Méthodes

Pathologie chromosomique

non liée a I'X

etc...

- #age maternel

- remaniement parental équilibré

- antécédents personnels ou familiaux
d’'enfants porteurs d’anomalie chromosomique

lige & I’x*[ — mére conductrice d’hémophilie A
: — mére conductrice de maladie de Duchenne

Pathologie génique - parents hétérozygotes pour
certaines affections
ex. Drépanocytose

— Fabry, Gaucher, Sandhoff,
Tay-sachs, leucodystrophie

Cytogénétique

Cytogénétique
-
génétique moléculaire

Génétique moléculaire

Biochimie enzymatique

T T T T
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Nous disposons, par ailleurs, de la sonde « met » qui
nous a été fournie par le Pr. RAY-WHITE (University
of Utah) et de la sonde « pJ3-11 » fournie par le Pr.
SCHMIDKTE (Gottingen). Ces sondes reconnaissent
un polymorphisme de I'A.D.N. proche du locus respon-
sable de la mucoviscidose. La digestion de I'A.D.N. par
les enzymes de restriction Msp | ou Tag | suivi d’hybri-
dation avec ces sondes devraient nous permettre dans
un proche avenir le diagnostic feetal dans certaines
familles.

3) Résultats enzymatiques

Huit activités enzymatiques ont été dosées. Les
résultats sont exprimés en nanomoles par heure et par
milligramme de protéines (Tableau Il).

DISCUSSION

Deux méthodes sont actuellement proposées pour
le diagnostic anténatal, d'une part I'amniocentése
précoce, d'autre part la B.V.C., dont les indications
sont théoriquement les mémes (6) (tableau Ill). Le
choix de la méthode a utiliser, en particulier le choix
de la B.V.C,, doit tenir compte des avantages et des
contraintes de cette technique par rapport a |I'amnio-
centése.

1) Avantage de la B.V.C. par rapport a I'amnio-
centése

Malgré l'innocuité de I'amniocentése précoce, son
inconvénient réside dans les délais de résultat imposés
d'une part par la date de ponction et d'autre part par le
laboratoire, ce qui peut conduire a un stress psycholo-
gique important si une interruption de grossesse est
décidée par suite d'une anomalie feetale. Par ailleurs,
les avortements thérapeutiques du deuxiéme trimestre
ne sont pas dénués de complications médicales. La
B.V.C. est réalisée a la 9° semaine de gestation, stade
ou les villosités choriales sont réparties sur le pourtour
du zygote, avant de régresser pour ne subsister que
dans la région ou se localisera le placenta. L'avantage
de la B.V.C. est la précocité du diagnostic qui permet
un gain de temps de deux mois par rapport au délai de
resultat gqu'impose |'amniocentése. Dans ces condi-
tions, en cas d'anomalie fcetale, I'interruption théra-
peutique de la grossesse apparait techniquement plus
facile et psychologiquermnent mieux supportée.
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2) Contraintes de la B.V.C.

Les contraintes de la B.V.C. sont liées au matériel
prélevé et a la technique de prélévement.

» Contraintes liées au matériel

@ Le premier probléme tient & la qualité du maté-
riel. En effet, le repérage et I'identification rigoureuse
des bouguets et fragments villositaires dans le maté-
riel prélevé sont indispensables afin d'éviter de faux
résultats lies a8 une contamination par un tissu
endométrial maternel, quelle que soit I'analyse réalisée.
Dans le cadre d'un bilan cytogénétique, il est impéra-
tif, pour minimiser ce probléme, de réaliser les sexes
chromatiniens X et Y dés réception des prélévements.
Par ailleurs, le diagnostic peut également étre limité
par la nature méme du tissu prélevé. Il peut, en effet,
exister des anomalies choriales anatomo-patholo-
giques sans anomalie chromosomique.

® Le deuxiéme probléme tient 3 la qualité de maté-
riel prélevé. Si trois bouquets villositaires sont
prélevés, les bilans cytogénétique, biochimique et des
études de biologie moléculaire peuvent étre réalisés
simultanément par analyse directe, sans culture
préalable.

Néanmoins, un index mitotique initial faible peut li-
miter le diagnostic cytogénétique. Par ailleurs, dans le
cadre d'un diagnostic enzymatique, le probléme est de
savoir si les enzymes recherchées sont fonctionnelles
dans le chorion au moment de la biopsie et si une
éventuelle déficience enzymatique peut étre mise en
évidence,

Si peu de matériel est prélevé (ex.: un bouquet villositaire) la
réalisation simultanée de plusieurs analyses nécessite une culture
préalable, mais dans ces conditions les résultats biochimiques ne
représentent plus |'expression directe de |'activité zygotique.

P> Contraintes liées a la technique de prélévement

Les complications précoces graves de la B,V.C. sont
essentiellement représentées par des meétrorragies,
des hématomes, des perforations des membranes
zygotiques ou des infections intra-utérines. La préven-
tion de ces complications passe par la dextérité de
I'opérateur mais & I'heure actuelle la perte foetale est
estimée a 4,6 % (6). Ce taux élevé doit néanmoins étre
corrigé car toutes les fausses couches observées ne
sont pas dues au prélévement. En effet, compte tenu
de la date de la biopsie, certaines fausses couches
sont en rapport avec les différents facteurs (dont les
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chromosomiques) responsables des avortements
spontanés du premier trimestre.

Pour les auteurs, le pourcentage réel de fausses
couches liées au prélévement estde 1 4 2 % (6). Reste
a savoir si ces avortements sont liés & une atteinte
feetale ou a la manipulation de |'utérus.

» Dans l'observation n° 1, 'interruption de |la grossesse trois jours
aprés le prélévement est en faveur d'un avortement provoqué par
la ponction ; néanmoins, le caryotype feetal étant déséquilibré, on ne
peut exclure I'étiologie chromosomique pour cette fausse couche.

» Dans l'observation n° 2, la grossesse s'est interrompue deux
mois aprés la B.V.C., il est peu vraisemblable que le prélévement
soit responsable de la fausse couche compte tenu d'une part du
délai entre l'interruption de la grossesse et la date de ponction, et
d'autre part du fait de la nature mono-amniotique de cette
grossesse gémellaire. On sait, en effet, que ce type de grossesse
est exposé & une interruption précoce.

CONCLUSIONS

Sur le plan pratique, le choix de la B.V.C. par rapport
a I'amniocentése doit mettre en balance les risques
techniques et les avantages de la précocité du dia-
gnostic. Actuellement, nous estimons que la B.V.C.
peut étre envisagée lorsque le risque d’anomalie
feetale est trés élevé, c'est-a-dire supérieur ou égal aux
risques liés au prélévement, mais il est sGr que dans le
futur, au fur et @ mesure de la diminution des risques,

les indications de la B.V.C. s'élargiront et la B.V.C.
supplantera I'amniocentése précoce.

La biopsie de villosités choriales (B.V.C.) per-
met un diagnostic anténatal trés précoce. Au
fur et &8 mesure que les risques inhérents a la
technique diminueront, les indications de la
B.V.C. s’élargiront, et la B.V.C. est appelée a
supplanter 'amniocentése précoce.
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en direct des laboratoires

« QUAND LE MUSCLE SE MEURT,
QUAND LE MUSCLE EST MORT »

Les Laboratoires BAYER PHARMA ont tenu & s'associer au
Professeur CARPENTIER et au Docteur FABIANI dans le cadre
d'une Conférence portant sur un théme de grande actualité : La
Cardiologie du Futur.

En effet, sauver le muscle en urgence ou le remplacer quand il
est deétruit, représentent les deux grands axes de la recherche
actuelle en cardiologie.

Sauver le myocarde ischémique, c’est tout d’abord une course
contre la montre qui doit permettre la désobstruction des coro-
naires dans les premiéres heures. C'est également reperfuser dans
des conditions précises pour éviter |'aggravation des lésions
morphologiques et I'apparition de troubles du rythme.

Quand le muscie est mort, il faut le remplacer par un muscle
contractile.

En cas d'atteinte segmentaire, le muscle dorsal peut suppléer a
une partie de la fonction (cardiomyoplastie). En cas de défaillance
globale, la transplantation cardiaque, opération bien réglée, permet
d'obtenir d'excellents résultats grice & un traitement anti-rejet
efficace. Parfois, un état critique et I'absence temporaire de greffon
rendent nécessaires |'utilisation d'un cceur artificiel temporaire.

Tous les efforts actuels de recherche méneront & la mise au
point du vrai coeur artificiel, complétement intracorporel, pro-
théses, moteur et source d'énergie.

Résolument tournés wvers |'avenir, les Laboratoires BAYER
PHARMA soutiennent le Laboratoire de Recherche sur les Pro-
théses Cardiagues de I'Hdpital Broussais qui est dirigé par le
Professeur CARPENTIER.
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